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摘要 :目的 总 结 人 体 造血 和 淋巴 系统 实体 肿瘤 细胞 的 培养 及 染色 体制 备 的 方法 和 成 功率 。 方 法 采用 经 过 添加 特定 成 分 的 
RPMI1640 培 养 基 对 2014~2016 年 的 400 例 造血 系统 实体 肿瘤 和 600 例 淋巴 系统 实体 肿瘤 标本 进行 细胞 培养 及 染色 体制 备 ,每 


份 标本 经 过 常规 低 渗 、 预 固定 .固定 到 最 后 的 滴 片 处 理 ,G 显 带 后 在 Applied imaging 染 色 体 核 型 自动 分 析 系 统 上 观察 处 理 所 得 


铺展 分 散 良好 、 长 短 适 中 的 分 裂 象 的 数量 和 比例 。 结 果 400 例 造血 系统 实体 肿瘤 标本 中 有 392 例 培养 成 功 ,8000 个 分 裂 象 中 铺 


展 分 散 良好 ,长短 适中 的 为 5790 个 ( 占 72.38%) ,分 散 不 良 但 不 影响 分 析 结 果 的 为 2050 个 ( 占 25.63%) ,分散 差 , 无 法 分 析 的 为 


120 个 ( 占 1.5%);600 例 淋巴 系统 实体 肿瘤 中 有 595 例 培养 成 功 ,12000 个 分 裂 象 中 铺展 分 散 良 好 ,长短 适中 的 为 9554 个 ( 占 
79.62%) ,分 散 不 良 但 不 影响 分 析 结 果 的 为 2346 个 ( 占 19.55%), 分 散 差 ,无 法 分 析 的 为 100 个 ( 占 0.83%)。 结 论 本 室 针 对 造血 
和 淋巴 系统 实体 肿瘤 标本 制备 的 染色 体质 量 佳 ,能 收获 到 较 多 的 铺展 分 散 良好 .长 短 适中 的 分 裂 象 ,有 利于 异常 染色 体 的 检 出 ， 


能 满足 临床 染色 体 核 型 分 析 的 需要 。 
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肿瘤 细胞 染色 体 核 型 分 析 是 研究 癌变 机 制 和 癌 细 
胞 生物 学 特性 的 极 好 材料 ,但 实体 肿瘤 染色 体 标 本 制作 
比较 困难 ,操作 繁琐 ,收获 时 间 长 ,任何 一 个 步 又 操作 不 
当 , 均 可 影响 染色 体 标本 制备 的 最 终 效 果 "。 因 此 各 类 
肿瘤 组 织 目前 还 难以 用 同一 种 方法 去 处 理 。 尽 管 如 
此 ,还 是 有 一 些 学 者 致力 于 实体 肿瘤 的 染色 体 研 究 ,这 
是 因为 :研究 患者 外 周 血 培养 细胞 主要 是 说 明 全 身 染色 
体 状 况 ,包括 是 和 否 有 全 身 染 色 体 不 稳定 性 等 ,而 不 能 说 
明 肿 瘤 本 身 的 染色 体 改变 。 从 建成 的 瘤 细 胞 系 或 经 过 
较 长 时 期 培养 的 瘤 细 胞 固然 比较 容易 获得 可 分 析 的 染 
色 体 标本 ,但 都 存在 着 克隆 演化 或 者 选择 生长 的 问题 。 
只 有 从 瘤 组 织 本 身 或 经 过 短期 培养 的 组 织 获得 的 资料 
才能 比较 准确 的 反应 肿瘤 的 实际 情况 。 本 实验 室 对 造 
血 和 淋巴 系统 肿瘤 经 过 长 期 实践 和 反复 研究 ,参考 外 周 
血 淋 巴 细胞 和 骨髓 细胞 染色 体 培养 的 方法 ,对 培养 的 每 
个 步骤 都 实行 严格 的 标准 化 操作 和 改进 ,取得 良好 的 效 
果 , 现 介绍 如 下 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

2014~2016 年 间 我 院 肿瘤 科 .血液 科 等 手术 或 活检 
的 要 求 做 核 型 分 析 的 造血 和 淋巴 系统 实体 瘤 组 织 。 体 
积 较 大 的 肿瘤 组 织 中 央 常 有 退 变 或 坏死 区 ,取材 时 应 去 
掉 坏 死 组 织 , 挑 选 痛 细 胞 集中 和 细胞 活性 较 好 的 部 位 。 
1.2 方法 
1.2.1 瘤 细胞 分 离 与 培养 无 菌 条 件 下 取 手 术 切 除 或 活 
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检 得 到 的 肿瘤 组 织 , 置 于 含有 200 mmolL 谷 氮 酰 胺 抗 
生 素 . 制 霉菌 素 的 RPMI 1640 培 养 基 中 ,然后 用 手术 刀 
将 其 反复 和 判 碎 并 轻 轻 研 磨 成 糊 状 ,用 尼龙 网 除去 组 织 
导 ,离心 S00 r/min,10 min, 收 集 单个 细胞 ,用 无 钙 镁 的 
Hanks 液 将 细胞 洗 2 遍 ”后 接种 于 含 25% 小 牛 血清 的 
RPMI 1640 培养 基 中 ,每 例 标本 接种 2 瓶 , 每 瓶 接种 
0.3~0.5 mL 标本 。 置 温度 为 37 +0.5 % ,CO; 浓 度 为 5% 
的 培养 箱 内 培养 48~72 h。 收 获 细胞 前 1 h, 用 1 mL 移 
液 管 加 入 30 hg/mL 秋 水 仙 素 0.5 mL 。 摇 匀 后 继续 培 
养 1h。 

1.2.2 收获 细胞 (1) 取 出 培养 瓶 :将 培养 的 细胞 移入 
10 mL 刻度 离心 管 中 , 标 记 姓 名 编号 ,以 1200 r/min, 离 
心 10 min 后 弃 上 清 , 留 下 沉淀 物 ;(2) 低 渗 处 理 : 用 震荡 
仪 将 沉淀 物 抖 散 成 悬浮 液 ,向 离心 管 中 加 入 0.075 mol/ 
的 KCL 低 渗 液 10 mL( 预 温 至 37 C) ,用 吸管 轻 轻 吹 
打 , 使 细胞 均匀 悬 浮 于 低 渗 液 中 , 放 回 37 %C 恒 温水 浴 箱 
中 静 置 30 min, 使 细胞 膨胀 解体 ,染色 体 分 散 *;(3) 预 
国定 : 沿 管 壁 向 离心 管 中 加 入 新 配置 的 固定 液 (甲醇 : 冰 
醋酸 =3:15)1 mL, 上 下 颠倒 数 次 混 匀 ,在 室温 下 放置 
10 min; (4) 国 定 : 以 1200 wmin ,离心 10 min 后 弃 上 清 ， 
留 下 沉淀 物 。 用 震荡 仪 将 沉淀 物 抖 散 成 悬 序 液 , 沿 离心 
管 壁 加 入 新 配 固 定 液 10 mL, 上 下 颠倒 数 次 混 匀 ,室温 
放置 30 min; (5) 再 固定 :重复 步骤 4, 加 盖 拧 紧 4 冰箱 
贮存 。 

1.2.3 制 片 . 显 带 和 染色 (1) 制 片 :以 1200 r/min, 离 心 
10 min 后 弃 上 清 , 加 入 新 配制 的 固定 液 1 mL, 用 吸管 轻 
轻 吹 打 细胞 团 , 制 成 细胞 悬 液 ,吸取 2~4 滴 细胞 悬 液 滴 
于 湿 的 预 冷 的 洁净 载 玻 片 上 ,每 人 制 1 片 ,标记 姓名 及 
编号 ,然后 将 玻 片 置 于 豆 风 干燥 箱 (75 %) 内 2~3 h, 取 出 
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后 自然 冷却 至 室温 ;(2) 显 带 :在 50 mL ddHO 中 加 入 
2.5 mL 浓度 为 0.25% 的 胰 酶 溶液 ,用 3%Tris 液 3~5 滴 调 
整 pH=6.8~7.0, 在 37 恒温 水 浴 箱 中 预 热 30 min, 将 玻 
片 放 入 胰 和 蛋白 酶 溶液 中 消化 3 min; (3) 染 色 : 将 消化 过 
的 染色 体 标本 片 立即 放 入 3% 小 牛 血 清 中 上 下 提 拉 数 次 
以 终止 消化 ,ddH2O 轻 轻 冲洗 3 次 ,然后 置 于 10% 
Giemsa 染 色 液 中 染色 5 min; 自来水 轻 轻 冲洗 1 min, 防 
干 ;(4) 核 型 分 析 : 显 微 镜 下 常规 计数 15~20 个 分 裂 相 ， 
分 析 3 个 G 带 核 型 (异常 者 分 析 5 个 )。 如 遇 到 构 合 休 加 
倍 计数 和 分 析 “。 


2 结果 

培养 的 400 例 造血 系统 实体 肿瘤 标本 中 有 392 例 
培养 成 功 , 共 制备 400 张 玻 片 ,每 张 玻 片 观察 20 个 分 裂 
象 ,计算 铺展 分 散 良 好 的 百分率 。 结 果 显示 :制备 的 
8000 个 分 裂 象 中 铺展 分 散 良 好 长短 适 中 的 为 5790 个 
( 占 72.38%), 分 散 不 良 但 不 影响 分 析 结 果 的 为 2050 个 
( 占 25.63%) ,分 散 差 ,无 法 分 析 的 为 120 个 ( 占 1.5% )。 
培养 的 600 例 淋巴 系统 实体 肿瘤 标本 中 有 595 例 培养 成 
功 , 共 制备 600 张 玻 片 ,12000 个 分 裂 象 中 铺展 分 散 良 
好 .长短 适中 的 为 9554 个 ( 占 79.62% ) ,分 散 不 良 但 不 影 
响 分 析 结 果 的 为 2346 个 ( 占 19.55% ) ,分 散 差 ,无 法 分 析 
的 为 100 个 ( 占 0.83%), 获 得 的 染色 体 铺展 分 散 良 好 、 
长 短 适 中 ,有 利于 异常 染色 体 的 检 出 ,值得 临床 借鉴 
和 推广 。 


3 讨论 

近年 来 ,由 于 医学 的 快速 发 展 和 人 们 生活 水 平 的 逐 
步 提 高 ,医学 模式 正 从 传统 医疗 向 精准 医疗 过 渡 ,染色 
体 核 型 分 析 的 重要 性 不 言 而 喻 。 而 实体 肿瘤 细胞 染色 
体 培 养 是 一 个 复杂 且 繁 琐 的 过 程 ,临床 工 作 中 常 需 1~2 
周 才能 正常 完成 ,而 实验 过 程 稍 有 不 慎 就 有 可 能 导致 整 
个 实验 的 失败 。 因 此 ,除了 对 培养 的 每 个 步骤 都 实行 
格 的 标准 化 操作 外 ,为 确保 染色 体制 备 质量 ,还 需 注意 
以 下 细节 :(1) 所 选 组 织 必 须 为 肿瘤 组 织 , 最 大 限度 保留 
组 织 的 活性 成 分 ,严格 无 菌 操作 ;(2) 器 严 洗 涤 一 定 要 干 
净 , 不 能 有 酸 碱 残留 。 否 则 会 影响 培养 效果 "; (3) 接 种 
细胞 量 不 能 太 多 或 太 少 。 过 多 ,细胞 数目 过 多 ,营养 不 
足 ,细胞 易 死 亡 。 过 少 则 染色 体 数 量 不 足 , 达 不 到 诊断 
依据 ;(4) 培 养 细胞 温度 37+0.5 %。 温 度 过 高 或 过 低 都 
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不 利于 细胞 生长 ;(5) 秋 水 仙 素 一 定 要 避 光 保存 ,配制 后 
使 用 期 不 能 超过 半年 , 低 渗 的 时 间 ,温度 会 影响 染色 体 
的 分 散 和 分 裂 相 的 数目 ;(6) 离 心机 最 好 使 用 水 平 式 , 转 
速 过 快 或 过 慢 直 接 影 响 标本 制 片 的 质量 ;(7) 固 定 液 一 
定 要 现 用 现 配 ,固定 要 彻底 ,加 固定 液 不 能 过 快 ,要 治 管 
壁 慢 慢 加 入 ,否则 染色 体 容易 扭转 ,出 现 球 于 样 染色 体 ; 
固定 作用 不 足 , 染 色 体 易 出 现 毛 刷 状 ; (8) 玻 片 的 清洁 
度 ,冷冻 温度 及 干 湿 程 度 都 会 影响 染色 体 的 铺展 ;(9) 胰 


险 , 胰 酶 的 活性 与 PH 值 和 温度 有 关 , 在 pH=7.0 温 度 
37 状态 下 , 胰 酶 活性 最 高 。 胰 酶 处 理 时 间 长 短 与 标 
本 片 龄 有 关 , 新 鲜 的 标本 处 理 时 间 短 , 且 带 纹 较 清晰 , 建 
议 标 本 的 片 龄 在 2~7 d 内 较 适 宜 ";(10) 消 化 最 适合 的 
片 龄 是 2~5 d” ,一 般 规律 是 标本 存放 时 间 越 长 ,所 需 胰 
酶 处 理 时 间 液 越 长 。 若 烤 好 的 片 立 即 消化 染色 ,就 会 出 
现 标 本 太 新 鲜 ,染色 体会 出 现 毛 绒 样 ,与 韩 晶 "" 报 道 的 
一 致 , 片 龄 很 长 的 标本 ,往往 会 导致 斑点 状 染色 体 站 ; 
(11)Giemsa 工 作 液 要 现 用 现 配 。 
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